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1 Einführung 
Das intestinale Mikrobiom stellt die Gesamtheit aller Gene von Mikroorganismen, die 
den menschlichen Darm besiedeln, dar (Lynch and Pedersen, 2016). Seine 
Untersuchung hat in den letzten Jahren nicht zuletzt durch die Einführung neuer 
Methoden an Bedeutung gewonnen. Die individuelle Zusammensetzung der 
bakteriellen Darmflora kann großen Einfluss auf Gesundheit und Krankheit des 
einzelnen Menschen nehmen. Die Bakterien, die unseren Darm besiedeln, spielen 
unter anderem eine Rolle bei der Entwicklung des Immunsystems, 
neurophysiologischen Übertragungswegen, endokrinen Funktionen, 
Energiegewinnung, Biosynthese von Vitaminen, Steroidhormonen und 
Neurotransmittern (Lynch and Pedersen, 2016). Neben diesen physiologischen 
Funktionen kann eine Veränderung der Darmflora, beispielsweise eine 
Überbesiedlung durch eine bestimmte Spezies, Ausgangspunkt für eine Entzündung 
sein (z.B. membranöse Enterokolitis bei Überbesiedlung mit Clostridium difficile). 
Immer häufiger wird das Mikrobiom bzw. seine Veränderungen zudem mit 
gastrointestinalen Erkrankungen, wie beispielsweise chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen, assoziiert (Kostic et al., 2014). Auch bei der akuten Appendizitis 
scheint das Mikrobiom eine wichtige Rolle zu spielen (Swidsinski et al., 2011). 
 
Seit über einem Jahrhundert gilt die chirurgische Entfernung der entzündeten 
Appendix vermiformis als Goldstandard der Therapie bei akuter Appendizitis (Humes 
and Simpson, 2006). Bereits 1735 führte Claudius Amyand die erste erfolgreiche 
Appendektomie an einem elfjährigen Jungen durch. Die endgültige Etablierung der 
operativen Versorgung der akuten Appendizitis geschah allerdings erst in den 
Achtziger Jahren des 19. Jahrhunderts, als namhafte Chirurgen, wie Lawson und 
McBurney, ihre Operationstechniken veröffentlichten (Williams, 1983). Inzwischen ist 
die offene chirurgische Versorgung der akuten Appendizitis weitgehend durch 
laparoskopische Methoden ersetzt worden. In einer retrospektiven Studie wurde 
gezeigt, dass 75% der Appendektomien in pädiatrischen Patienten in Deutschland 
laparoskopisch durchgeführt werden und mit weniger postoperativen Komplikationen 
einhergehen (Gosemann et al., 2016). Die Weiterentwicklung der Laparoskopie in 3-
Trokar-Technik hin zu einer Single-Incision-Technik („narbenlose Chirurgie“) birgt 
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zudem den Vorteil eines besseren kosmetischen Ergebnisses bei vergleichbaren 
Komplikationsraten (Lacher et al., 2012).  
Diese definitive Therapie mittels chirurgischer Entfernung der Appendix wird seit 
einigen Jahren hinterfragt. Bereits 2009 publizierten Hansson et al. eine randomisierte, 
prospektive Studie, die zeigte, dass die antibiotische Therapie bei akuter Appendizitis 
bei erwachsenen Patienten eine gute Alternative zur Appendektomie darstellt.  
Eine bessere Kenntnis der Zusammensetzung der bakteriellen Flora bei der akuten 
Appendizitis kann also nicht nur zum Verständnis der zugrundeliegenden 
Pathogenese beitragen, sondern auch helfen, das perioperative Antibiotikaregime zu 
optimieren und konservative Therapiekonzepte weiterzuentwickeln. Mit der 
vorliegenden Arbeit möchte ich einen Beitrag zum besseren Überblick über 
Zusammensetzung und Veränderungen des Mikrobioms bei akuter Appendizitis im 
Kindesalter leisten.  
1.1 Das Krankheitsbild Appendizitis 
1.1.1 Epidemiologie 
Die akute Appendizitis ist mit einer Inzidenz von ca. 9 Fällen pro 10.000 Einwohner die 
häufigste Ursache für ein akutes Abdomen bei pädiatrischen Patienten. Der 
Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem zehnten und zwanzigsten Lebensjahr; Kinder 
sind also deutlich häufiger betroffen als Erwachsene (Buckius et al., 2012; Ceresoli et 
al., 2016). 
1.1.2 Pathologie 
Als akute Appendizitis wird eine Entzündung der Appendix vermiformis, also des 
Wurmfortsatzes des Zökums bezeichnet, welche in verschiedenen Stadien verläuft 
(Carr, 2000). Zunächst kommt es zu einer Infiltration der Appendixwand durch 
neutrophile Granulozyten. Ist nur die Lamina mucosa betroffen, so spricht man von 
einer katarrhalischen Appendizitis. Der makroskopische Aspekt ist hier noch 
weitgehend unauffällig. Bei fortschreitender Entzündung (phlegmonöse Appendizitis) 
entstehen tiefere Schleimhautulzerationen und intramurale Abszesse. Neutrophile 
Granulozyten finden sich bis in die Lamina muscularis propria hinein. Makroskopisch 
zeigt sich die Appendix vergrößert mit purulentem oder serösem Exsudat. Die 
oberflächlichen Blutgefäße sind erweitert. In der Folge bilden sich entzündliche 
vaskuläre Thromben, die zu einer Ischämie führen und so zur Entstehung von 
Einführung 
 7 
Nekrosen beitragen (gangränöse Appendizitis). Die Entzündungsreaktion kann auf 
das umliegende Gewebe übergreifen und ein Ödem, Hämorrhagien sowie eine 
Entzündung des Mesenteriums hervorrufen. Ist ein gesamter Abschnitt der 
Appendixwand von nekrotischen Arealen durchsetzt, so kommt es zur Perforation 
(perforierte Appendizitis).  
1.1.3 Klinisches Bild 
Klinisch äußert sich die akute Appendizitis typischerweise mit Bauchschmerzen, die 
periumbilikal beginnen und dann in den rechten Unterbauch wandern. Begleitend 
können Übelkeit, Erbrechen und Appetitlosigkeit, sowie im Verlauf erhöhte 
Körpertemperatur auftreten. Diese typische Anamnese kann bei anatomischer 
Lagevariation, wie retrozökaler Lage der Appendix, Schwangerschaft, Patienten mit 
hohem Alter und v.a. bei Kindern fehlen (Bundy et al., 2007).  
1.1.4 Diagnostik 
Die akute Appendizitis ist hauptsächlich eine klinische Diagnose, welche 
laborchemisch und mittels Bildgebung verifiziert wird. Bei der körperlichen 
Untersuchung zeigt sich ein druckschmerzhaftes Abdomen über dem McBurney- und 
Lanz-Punkt im rechten Unterbauch. Im Verlauf treten auch Zeichen einer 
peritonitischen Reizung, wie eine Abwehrspannung, der kontralaterale 
Loslassschmerz und das Psoaszeichen auf (Humes and Simpson, 2006). 
Laborchemisch wird die Diagnose durch erhöhte Entzündungsparameter, 
insbesondere mit Leukozytose und Neutrophilie untermauert (Al-gaithy, 2012). Als 
weiteres Diagnostikum wird vor allem bei Kindern eine Sonographie des Abdomens 
mit Darstellung einer vergrößerten Appendix (Durchmesser >6mm), ggf. eines 
Fäkolithen, sowie einer Umgebungsreaktion und freier Flüssigkeit als Hinweis auf eine 
fortgeschrittene Entzündung, durchgeführt. Allerdings ist die Sonographie ein 
untersucherabhängiges Verfahren und kann bei Adipositas, Gasüberlagerungen durch 
den Darm, vorangegangener Laparotomie oder anatomischer Lagevariation 
eingeschränkt aussagekräftig sein (Pinto et al., 2013). Neben der 
Computertomographie, die mit dem Risiko einer beträchtlichen Strahlenbelastung 
einhergeht, bietet auch die Magnetresonanztomographie eine höhere Sensitivität und 
Spezifität als die Sonographie und kann im Einzelfall bei nicht eindeutigem 
Sonographiebefund zurate gezogen werden (Dibble et al., 2017; Petroianu, 2012).  
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Um die Wahrscheinlichkeit einer akuten Appendizitis abschätzen zu können, wurden 
verschiedene Scores entwickelt. In der vorliegenden Studie wurde der im Jahr 2002 
von Samuel entwickelte Pediatric Appendicitis Score (PAS) mit den folgenden 
klinischen und laborchemischen Kriterien eingesetzt: Schmerzwanderung von 
periumbilikal in den rechten Unterbauch (1 Punkt), Appetitlosigkeit (1 Punkt), Übelkeit 
oder Erbrechen (1 Punkt), Fieber (1 Punkt), Erschütterungsschmerz (2 Punkte), 
Abwehrspannung (2 Punkte), Leukozytose (1 Punkt) und Neutrophilie (1 Punkt). Ein 
PAS-Score ≥6 weist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine akute Appendizitis bei 
pädiatrischen Patienten hin. Die Sensitivität des PAS wird mit 86-100%, die Spezifität 
mit 50-96% angegeben (Pogorelić et al., 2015; Samuel, 2002).  
Insbesondere bei kleinen Kindern kann die Diagnostik der akuten Appendizitis, nicht 
zuletzt aufgrund der erschwerten Kommunikation, eine relevante Herausforderung 
darstellen. Unspezifische Symptome wie Erbrechen, Diarrhö, Fieber, diffuse 
abdominelle Schmerzen und Reizbarkeit treten auch bei anderen häufigen 
Erkrankungen des Kindesalters, wie Gastroenteritis, Atemwegsinfektionen, 
Harnwegsinfektionen oder Obstipation auf und können die Diagnosefindung 
erschweren. Die Vorstellung des Kindes erfolgt oft verzögert, und so sind gerade bei 
Kleinkindern Komplikationen, wie Perforation, Abszessbildung und Peritonitis 
besonders häufig (Almaramhy, 2017). Bei einem Drittel der pädiatrischen Patienten, 
bei unter vierjährigen Kindern sogar bei 80-100%, ist die Appendix zum Zeitpunkt der 
Operation bereits perforiert (Bundy et al., 2007).  
1.1.5 Therapie 
Die definitive Therapie der akuten Appendizitis besteht in der Appendektomie, also der 
chirurgischen Entfernung der entzündeten Appendix. Die Operation erfolgt heute in 
der Regel laparoskopisch in 1-3 Trokar-Technik (Gosemann et al., 2016). Über einen 
umbilikalen Zugang erfolgt nach Anlage eines Pneumoperitoneums die Inspektion des 
Abdomens und das Aufsuchen der entzündeten Appendix. Diese wird schrittweise 
skelettiert und entweder intrakorporal z.B. mittels Röder-Schlinge oder Stapler bzw. 
extrakorporal mittels Durchstichligatur nach Mobilisation über den Nabel vor die 
Bauchdecke, an der Basis abgesetzt (Lee et al., 2016). Um der Entstehung von 
postoperativen Wundinfektionen vorzubeugen, welche mit 2,9 % angegeben werden, 
sollte eine prophylaktische Gabe von Breitspektrumantibiotika erfolgen (Rosenthal et 
al., 2013). Bei unkomplizierter akuter Appendizitis erfolgt die präoperative Gabe eines 
Cephalosporins oder von Ampicillin/Sulbactam. Bei perforierter Appendizitis kommt 
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Piperacillin/Tazobactam oder eine Cephalosporin-Metronidazol-Kombination zum 
Einsatz.  
 
In den letzten Jahren hat zudem die konservative Therapie der akuten Appendizitis 
mittels Antibiotikagaben an Bedeutung gewonnen. In zwei Meta-Analysen aus dem 
Jahr 2017 zeigte sich, dass die initiale konservative Behandlung der akuten 
Appendizitis bei pädiatrischen Patienten machbar und sicher ist mit einer Erfolgsrate 
von 90-97% (Georgiou et al., 2017; Huang et al., 2017). Allerdings erlitten Kinder mit 
inital erfolgreichem konservativem Therapieansatz in der Studie von Georgiou et al. in 
14% der Fälle eine erneute Appendizitis und mussten im Verlauf appendektomiert 
werden.  
1.2 Theorien zur Pathogenese 
Trotz der hohen Inzidenz und der Schwere der möglichen Komplikationen ist die 
Pathogenese der akuten Appendizitis noch nicht geklärt. Mutmaßlich kommt es durch 
eine Obstruktion der Appendix vermiformis zur Entzündung (Wangensteen and 
Dennis, 1939). Mögliche Ursachen für eine Obstruktion sind neben Fäkolithen eine 
lymphoide Hyperplasie, Fremdkörper (z.B. Kirschkerne), Parasiten (z.B. Oxyuria 
vermiformis), bis hin zu Tumoren (z.B. der seltene Karzinoid-Tumor der Appendix 
vermiformis). Die Obstruktion des Lumens soll eine Akkumulation von Darmsekretion 
und dadurch eine Distension der Appendix verursachen. Hieraus folgt eine 
kompromittierte Blutversorgung, die eine Schwächung der epithelialen Barriere mit 
sich bringt. Infolgedessen wird die Lamina mucosa der Appendixwand anfälliger für 
das Einwandern intraluminaler Mikroorganismen (Birnbaum and Wilson, 2000; Jones 
et al., 1985).  
 
In seiner Arbeit zur Pathologie der akuten Appendizitis zweifelt Carr diesen 
Pathomechanismus an, da sowohl lymphoide Hyperplasie als auch Fäkolithen nur bei 
einem Bruchteil der entzündeten Appendizes vorzufinden sind und auch in gesunden 
Appendizes vorkommen (Carr, 2000). Weiterhin stellt er die Verbesserungen der 
allgemeinen Hygiene und daraus resultierende geringere Immunität gegen Pathogene, 
Ernährungsfaktoren, Ischämie, stumpfes Bauchtrauma, genetische Faktoren und Typ-
1-allergische Reaktionen (vor dem Hintergrund erhöhten Vorkommens von 
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eosinophilen Granulozyten bei entzündeten Appendizes) als mögliche Auslöser der 
akuten Appendizitis vor. 
Eine weitere Arbeit zur Pathogenese stellte fest, dass eine akute Appendizitis in 
zeitlichen und räumlichen Clustern auftreten kann. Dies spricht für eine infektiöse 
Genese möglicherweise viralen Ursprungs mit bakterieller Superinfektion (Andersson, 
1998). Dementsprechend wird angenommen, dass die akute Appendizitis durch 
Bakterien, bzw. ein intraluminales Ungleichgewicht der bakteriellen Darmflora 
verursacht wird (Swidsinski et al., 2011). Insbesondere die Überbesiedelung mit 
Fusobacterium spp. steht hier im Fokus als Ursache der akuten Appendizitis. Auch 
weitere Studien der darauffolgenden Jahre entfernen sich weiter von der Hypothese 
der Obstruktion als Ursache und stellen verschiedene Mikroorganismen vor, die bei 
der Pathogenese der akuten Appendizitis von Bedeutung sein könnten (Guinane et 
al., 2013; Zhong et al., 2014). 
1.3 Nachweismethoden für Bakterien 
Die Untersuchung der bakteriellen Zusammensetzung der Darmflora ist durch 
verschiedene Methoden möglich. Grundsätzlich lässt sich zwischen Bakterienkultur 
und kulturunabhängigen Methoden unterscheiden.  
1.3.1 Bakterienkultur 
Die bakterielle Kultur ist eine im klinischen Alltag häufig verwendete Methode zur 
Diagnostik bakterieller Infektionen. Sie hilft bei der Suche nach dem auslösenden 
Erreger einer Infektion und dient als Entscheidungsgrundlage für die potenzielle 
Anpassung der antibiotischen Therapie nach Beginn einer kalkulierten Therapie mit 
Breitspektrumantibiotika. Es wird Abstrichmaterial entnommen, unverzüglich in ein 
Nährmedium überführt und in das mikrobiologische Labor transportiert. Dort wird der 
Abstrich auf verschiedene Nährböden ausgestrichen, um den unterschiedlichen 
Ansprüchen der Bakterien gerecht zu werden. Für das Wachstum von aeroben und 
anaeroben Bakterien werden die Nährböden 48 Stunden, respektive vier Tage, bei 
37°C inkubiert. Zur Identifikation erfolgt eine makroskopische Beurteilung der 
gewachsenen Kolonie und eine MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization - Time of Flight Mass Spectrometry). Das Prinzip der MALDI-TOF besteht 
darin, dass die Bestandteile der Probe zunächst in einer Matrix fixiert, danach ionisiert 
und anschließend in einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Aufgrund ihrer 
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Masse und Ladung weisen die Moleküle unterschiedliche Flugzeiten auf und können 
so voneinander unterschieden und identifiziert werden. (Singhal et al., 2015; Stingu et 
al., 2015). 
Ein Vorteil der Kultivierung von Bakterien ist die breite und kostengünstige 
Verfügbarkeit. Außerdem können selbst aus einer sehr geringen Menge 
Probenmaterial auf einem geeigneten Nährboden Kolonien entstehen. Damit können 
jedoch nur vitale Bakterien nachgewiesen werden. Falls also durch eine perioperative 
antibiotische Therapie oder beim Transport Bakterien absterben, können diese mit der 
Bakterienkultur nicht mehr kultiviert werden. Hinzu kommt, dass insbesondere obligat 
anaerobe Bakterien aufgrund ihrer Intoleranz gegenüber Sauerstoff schwierig 
anzuzüchten sind und besondere Bedingungen für ihr Wachstum benötigen (Jenkins 
et al., 2012). Des Weiteren wachsen verschiedene Bakterien unter den gleichen 
Bedingungen unterschiedlich gut, sodass einzelne Stämme das Nährmedium 
überwuchern und das Wachstum anderer Bakterien unterbinden können. Demzufolge 
ist es nicht möglich, anhand von Kulturergebnissen einen vollständigen Überblick über 
die qualitative und quantitative Zusammensetzung einer bakteriellen Besiedelung zu 
gewinnen. 
1.3.2 Kulturunabhängiger Nachweis  
Seit der Einführung kulturunabhängiger Techniken zum Nachweis von Bakterien, wie 
zum Beispiel die 16S1-rDNA2-Sequenzierung, ist es möglich, das Mikrobiom des 
Darms individuell zu erfassen (Lynch and Pedersen, 2016). Die 16S-rRNA, als 
Transkript der 16S-rDNA, ist ein Teil der 30S Untereinheit des Ribosoms bakterieller 
Zellen. Sie ist 1550 Basenpaare lang und besteht aus konservierten und 
hypervariablen Abschnitten. Durch die konservierten Abschnitte, die keinen größeren 
Veränderungen oder Mutationen ausgesetzt sind, ist es möglich Bakterien mit Hilfe 
universeller Primer nachzuweisen (Clarridge, 2004). Die in die konservierten 
Abschnitte eingebetteten neun hypervariablen Regionen (V1-V9) divergieren zwischen 
verschiedenen Spezies und eignen sich so zu deren Identifikation, wobei abhängig 
vom Genus unterschiedliche hypervariable Regionen zur Identifikation notwendig sind. 
Die untersuchten Abschnitte der 16S-Sequenzen werden mit Gen-Datenbanken 
                                            
1 Das S steht für Svedberg-Einheit und ist eine Messeinheit für die Größe des Ribosoms anhand seiner 
Sedimentationsrate. 
2 ribosomale Desoxyribonukleinsäure 
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verglichen, sodass eine taxonomische Zuordnung erfolgen kann (Clarridge, 2004). Ein 
Vorteil dieser Methode ist, dass der Nachweis von Mikroorganismen zeitlich 
unabhängig von der Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Mikroorganismen ist. 
Zudem können mit der 16S-rDNA-Sequenzierung auch kleine Bakterienmengen, 
avitale Bakterien und seltene, bzw. schwer kultivierbare Spezies detektiert werden. Es 
existieren allerdings auch Spezies, bei denen die Sequenzierung der 16S-rDNA nicht 
ausreicht, um eindeutige Zuordnungen vorzunehmen, sogenannte „blind spots“ (Woo 
et al., 2008). 
Mit Hilfe der 16S-rDNA-Sequenzierung können demnach zwar deutlich mehr Bakterien 
nachgewiesen werden als mittels Kultur, allerdings ist auch hier keine absolute 
Aussage über die Zusammensetzung eines Mikrobioms oder eine Unterscheidung 
zwischen vitalen und avitalen Bakterien möglich.  
1.4 Einordnung in die aktuelle Literatur 
Im Rahmen der gesteigerten Aufmerksamkeit für das Mikrobiom des Darms und seiner 
Rolle in der Pathogenese von Krankheiten untersuchten verschiedene Studien die 
bakterielle Flora von entzündeten und gesunden Appendizes. Mithilfe von 16S-rDNA-
Sequenzierung und rRNA-basierter Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) wurde 
nach möglichen Haupterregern der akuten Appendizitis gesucht. Hierbei fiel auf, dass 
sich in einigen Studien ein erhöhtes Vorkommen bestimmter Spezies, allen voran von 
Bakterien des Genus Fusobacterium, in entzündeten Appendizes fand und das 
Vorkommen dieser Gattung mit der Schwere der Entzündung korreliert (Guinane et 
al., 2013; Swidsinski et al., 2011; Zhong et al., 2014). Weiterhin kamen 
Peptostreptococcus, Bilophila, Bulleidia, Gemella, Porphyromonas und Parvimonas 
vermehrt vor (Guinane et al., 2013; Jackson et al., 2014; Zhong et al., 2014). Einige 
andere Spezies, wie Bacteroides spp., Paenibacillaceae, Acidobacteriaceae, 
Pseudocardinae, Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii und Akkermansia 
muciniphila waren hingegen bei akuter Appendizitis seltener und in geringeren 
Mengen zu finden, als bei gesundem Vergleichsmaterial (Guinane et al., 2013; 
Jackson et al., 2014; Swidsinski et al., 2011; Zhong et al., 2014). 
In Studien, die die Appendixflora und die Flora von Stuhl- bzw. Rektalabstrichen 
verglichen, fand sich weder bei entzündeten noch bei gesunden Appendizes ein 
relevanter Zusammenhang in der mikrobiellen Zusammensetzung. Die Autoren 
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schlussfolgerten, dass die Appendix eine abwechslungsreiche Bakterienflora 
beherbergt, die sich von anderen Abschnitten des Darms unterscheidet. Die Annahme, 
dass eine Stuhlprobe mit dem Nachweis von mit akuter Appendizitis assoziierten 
Bakterien bei der Diagnosestellung hilfreich sein könnte, ließ sich nicht bestätigen 
(Guinane et al., 2013; Jackson et al., 2014; Swidsinski et al., 2011).  
 
Angelehnt an die Theorie der Obstruktion als Teil der Pathogenese, untersuchten Salö 
et al. (2016) proximale und distale Abstriche der Appendixmukosa. Selbst innerhalb 
derselben Appendix konnten unterschiedliche mikrobielle Zusammensetzungen 
nachgewiesen werden. Weiterhin verglichen Salö et al. die Appendixflora abhängig 
vom histologischen Entzündungsgrad. Hierbei konnten keine statistisch signifikanten 
Unterschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung festgestellt werden. Das 
vermehrte Auftreten eines bestimmten Pathogens mit steigendem Entzündungsgrad 
konnte nicht bestätigt werden. Somit können Veränderungen in der mikrobiellen Flora 
zumindest nicht allein ursächlich für die akute Appendizitis sein (Salö et al., 2016). 
 
Im Gegensatz dazu konnten in einer anderen Studie Fusobacterium spp. bei akuter 
Appendizitis in Abhängigkeit der Entzündungsschwere in unterschiedlichen Schichten 
der Darmwand nachgewiesen werden. Hierzu wurde rRNA-basierte Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung verwendet, bei der bakterielle rRNA mit fluoreszierenden 
Nukleinsäure-Sonden gekoppelt und so nachweisbar gemacht wird. In der 
Kontrollgruppe, die aus zökalen Biopsien von Patienten ohne akute Appendizitis 
bestanden, fanden sich keine Infiltrate durch Fusobacterium spp. (Swidsinski et al., 
2012, 2011). 
 
In den bisher durchgeführten Studien wurden, soweit aus den Studienangaben 
nachvollziehbar, ausschließlich die intraluminale Zusammensetzung der Appendix 
sowie die Infiltration der Appendixwand untersucht. Zu Art und Ausmaß der 
bakteriellen Besiedlung der extraluminalen Seite der Appendix, die sich peritoneal 
befindet und folglich beim gesunden Menschen steril sein muss, und inwiefern extra- 
und intraluminale Besiedlungsprofile korrelieren, gibt es bisher keine Erkenntnisse. 
Um jedoch ein umfassendes Bild der bakteriellen Besiedlung der Appendix zu 
bekommen und die Pathogenese der akuten Appendizitis besser zu verstehen, ist es 
Einführung 
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wichtig ein möglichst vollständiges Verständnis der bakteriellen Besiedlung aller 
Abschnitte der Appendix zu erlangen.  
1.5 Ziel der Studie 
Hauptziel der vorliegenden Studie war es daher, mit detaillierten Angaben von 
Abstrichort und –zeitpunkt, extraluminale und intraluminale bakterielle 
Besiedlungsprofile der akuten Appendizitis im Kindesalter im Hinblick auf den 
histologischen Schweregrad der Entzündung zu vergleichen. Dabei sollte untersucht 
werden ob es Hinweise auf einen „Haupterreger“ in der Pathogenese der akuten 
Appendizitis gibt, ob bestimmte Bakterienspezies in Abhängigkeit der 
Erkrankungsschwere überwiegen bzw. ob es mit fortschreitender Erkrankung zu einer 
Translokation intraluminaler Bakterien nach extraluminal kommt. Um möglichst 
vollständige Besiedlungsprofile zu erstellen, erfolgte die Untersuchung der 
Bakterienflora mittels Bakterienkultur zum Nachweis vitaler Erreger sowie 16S-rDNA-
Sequenzierung zur Erfassung des gesamten bakteriellen Mikrobioms. 
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The intra- and extraluminal appendiceal
microbiome in pediatric patients
A comparative study
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∗
Abstract
Intestinal microbiota is involved in metabolic processes and the pathophysiology of various gastrointestinal disorders. We aimed to
characterize the microbiome of the appendix in acute pediatric appendicitis comparing extraluminal and intraluminal samples.
Between January and June 2015, 29 children (3–17 years, mean age 10.7±3.4 years, sex M:F=2.6:1) undergoing laparoscopic
appendectomy for acute appendicitis were prospectively included in the study. Samples for bacterial cultures (n=29) and 16S
ribosomal desoxyribonucleic acid (rDNA) sequencing (randomly chosen n=16/29) were taken intracorporeally from the appendiceal
surface before preparation (“extraluminal”) and from the appendiceal lumen after removal (“intraluminal”). The degree of inﬂammation
was histologically classiﬁed into catarrhal, phlegmonous, and gangrenous appendicitis.
Seventeen bacterial species were cultivated in 28 of 29 intraluminal samples and 4 species were cultivated in 2 of 29 extraluminal
samples. Using 16S rDNA sequencing, 267 species were detected in intraluminal but none in extraluminal samples. Abundance and
diversity of detected species differed signiﬁcantly between histological groups of acute appendicitis in bacterial cultures (P= .001),
but not after 16S rDNA sequencing.
The appendiceal microbiome showed a high diversity in acute pediatric appendicitis. The intraluminal microbial composition
differed signiﬁcantly depending on the degree of inﬂammation. As bacteria were rarely found extraluminally by culture and not at all by
sequencing, the inﬂammation in acute appendicitis may start inside the appendix and spread transmurally.
Abbreviations: ANOVA = analysis of variance, BMI = body mass index, bp = base pair, CRP = C-reactive protein, MALDI-TOF-
MS = Matrix Assisted Laser Desorption Ionization–Time of Flight Mass Spectrometry, OTU = Operational Taxonomic Unit, PAS =
Pediatric Appendicitis Score, PCR = polymerase chain reaction, rDNA = ribosomal desoxyribonucleic acid, rRNA = ribosomal
ribonucleic acid, SD = standard deviation.
Keywords: appendicitis, children, culture, microbiome, sequencing
1. Introduction
Acute appendicitis is one of the main causes for acute abdominal
pain in children and adolescents with a lifetime risk of 7%.[1] The
etiopathogenesis is still unknown. It has been suggested that an
intraluminal obstruction by lymphoid hyperplasia, foreign
bodies, parasites, tumors, or fecaliths is responsible for the
onset of inﬂammation. Here, the accumulation of bowel
secretions and distension of the appendiceal lumen, which
compromises the capillary blood ﬂow and weakens the epithelial
mucosal barrier, potentially allow a bacterial invasion into the
appendiceal wall.[2,3]
In recent years, the (im)balance of the appendiceal ﬂora has
gained increasing interest.[4–6] Several studies reported a higher
abundance of Fusobacteria in acute appendicitis that penetrate
the appendiceal wall as assessed by ribosomal ribonucleic acid
(rRNA)-based ﬂuorescence in situ hybridization with increasing
degree of inﬂammation.[7,8] In addition, the abundance of other
bacteria like Peptostreptococcus, Bilophila, and Bulleidia were
augmented, while others like Paenibacillaceae,Acidobacteriaceae,
and Bacteroides spp. were decreased.[5,6] Others have investigated
the intraluminal microbiome in phlegmonous, gangrenous, and
perforated appendicitis by 16S ribosomal desoxyribonucleic acid
(rDNA) sequencing before, but did not ﬁnd any signiﬁcant
difference.[9] In clinical practice, however, traditional culture-
based approaches are still the gold standard to detect bacteria, for
example, to guide antibiotic treatment in complicated appendicitis.
The aim of our study was to characterize the microbial
composition at the intraluminal and extraluminal site of the
inﬂamed appendix in different histopathologic stages of acute
pediatric appendicitis using bacterial cultures and 16S rDNA
sequencing.
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2. Materials and methods
2.1. Study design
The present study was approved by the research ethics committee
of the University of Leipzig (reference number: 401-14-
15122014). All participants’ parents signed written informed
consent at the time of enrollment. Pathological examination was
performed at the Institute of Pathology, University Hospital
Leipzig; cultivation of collected samples was carried out at the
Institute for Medical Microbiology and Epidemiology of
Infectious Diseases, University Hospital Leipzig. Amplicon
generation, sequencing, and microbiome proﬁling were con-
ducted at Euroﬁns MWG Operon (Ebersberg, Germany).
2.2. Participants
Patients affected by acute appendicitis who subsequently
underwent laparoscopic appendectomy between January and
June 2015 were prospectively included in the study. Children
with perforated appendicitis, incidental appendectomy and
appendectomy for chronic abdominal pain as well as patients
with postoperative complications were excluded. The following
clinical data were collected prior to surgery: age, sex, weight,
body mass index (BMI), laboratory tests (leukocytes, neutrophil
count, and C-reactive protein [CRP]), clinical signs for
appendicitis (e.g., right lower quadrant tenderness) and antibiotic
treatment. Patients only received preoperative antibiotics intra-
venously depending on the severity of the disease and time frame
until surgery. Either a combination of cefotaxime (30mg/kg body
weight) and metronidazole (10mg/kg body weight) or piper-
acillin/tazobactam (100mg/kg body weight) was administered.
Finally, the Pediatric Appendicitis Score (PAS, 0–10) was
calculated, indicating an acute appendicitis if PAS ≥ 6.[10]
2.3. Sample acquisition
Laparoscopic appendectomy was performed in a 3-trocar
technique in all patients as described previously.[11] After
visualizing the appendix and prior to dissection, 2 sterile
extraluminal swabs of the appendix (eSwab; Hain Lifesience
GmbH, Nehren, Germany) were taken to ensure “untouched”
sample assessment. The appendix was dissected out by
electrocautery (BiClamp; ERBE Elektromedizin GmbH, Tübin-
gen, Germany), stapled over its base (Endopath, ETS Endoscopic
Linear Cutter; Ethicon, Norderstedt, Germany) and removed by
a specimen bag. Under sterile conditions, the appendix was
immediately opened longitudinally and 2 swabs from the
intraluminal side of the appendix were taken (eSwab; Hain
Lifesience GmbH). Of each sample pair, one was placed in a
medium-free sterile Eppendorf tube (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf, Germany) and cryoconserved at !80°C for bacterial
DNA extraction, the other one was stored in an anaerobic
manner using 1 mL Amies medium at room temperature for
immediate transfer and subsequent bacterial culture.[12] Appen-
dices were stored in formalin 4% over night for histology by 1
pathologist, who was blinded to the study.
2.4. Pathological diagnosis
Hematoxylin–eosin staining was performed and the grade of
inﬂammation was assessed according to Carr[13]—catarrhal
appendicitis: local inﬂammation with few intraepithelial
segmented neutrophils and reactive intraepithelial changes;
phlegmonous appendicitis: neutrophilic invasion of mucosa,
submucosa, and muscularis propria, mucosal ulcera, intramural
abscesses and invasion in surrounding tissue, for example,
thrombophlebitis; and gangrenous appendicitis: additional
intramural necrosis or perforation to the features of phlegmo-
nous appendicitis without free perforation into the abdominal
cavity.
2.5. Bacterial cultures
Intra- and extraluminal samples of all patients were plated on
Columbia blood agar (Thermo Fischer Scientiﬁc, Oxoid
Microbiology Products, Hampshire, UK), chocolate blood agar
(Thermo Fischer Scientiﬁc), Endo agar (Sigma–Aldrich, Stein-
heim, Germany), bile esculin agar (Thermo Fischer Scientiﬁc),
Sabouraud agar (Thermo Fischer Scientiﬁc), and brain–heart
infusion broth (Thermo Fischer Scientiﬁc), which were incubated
aerobically at 37°C for 48h, and Columbia blood agar,
supplemented with hemin (0.005/L) and vitamin K (0.01/L),
Bilophila medium (Thermo Fischer Scientiﬁc), and thioglycolate
broth, which were incubated in an anaerobic atmosphere
(Whitley MG 1000, anaerobic workstation, Meintrup Laborg-
eräte, Lähden-Holte, Germany) at 37°C for 4 days. All growing
colonies were further identiﬁed using Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization–Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF-MS; VITEK-MS, bioMerieux, Lyon, France).
In case of no growth on solid media and presence of turbidity
of the ﬂuid media, subcultures were performed and the growing
colonies were identiﬁed using MALDI-TOF-MS.
2.6. 16S rDNA sequencing
For 16S rDNA sequencing of bacterial DNA, samples were
processed according to a modiﬁed protocol: Swabs were
defrosted on crushed ice and treated with 360mL lysozyme
solution for 30min at 37°C (20mg/mL lysozyme, 20mM Tris–
HCl, 2mM ethylenediaminetetraacetic acid, 1.2% Triton X100,
pH 8.00) followed by adding 40mL proteinase K for 30min at
56°C in 400mL buffer AL (lysis buffer) for protein digestion.
Enzyme inactivation was performed by heating to 95°C for
15min; 500mg of sterile 0.5mm glass beads (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Germany) were added and bacterial cell walls were
disrupted by shaking with a Tissue Lyser bead mill (Qiagen,
Hilden, Germany). DNA puriﬁcation was performed using
the QIAamp DNA Mini/Micro Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s protocol. Nanodrop (Thermo Scientiﬁc, Wal-
tham, MA) was used to measure DNA quantity and quality (aim:
A260/A280 ratio: 1.7–1.9). Puriﬁed DNA was stored in 20 to
50mL buffer AL at !20°C.
Extracted DNA was quantiﬁed ﬂuorometrically using the
PicoGreen Assay for dsDNA (Life Technologies, Darmstadt,
Germany). Amplicon generation of 10 ng DNA/reaction was
conducted by polymerase chain reaction (PCR) for the bacteria-
speciﬁc 16S ribosomal V1–V3 region using the FastStart High
Fidelity PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
and the template-speciﬁc barcoded fusion-primers: 27F: GAG-
TTTGATCATGGCTCAG and 530R: GTATTACCGCGG-
CTGCTG. The amplicon libraries were pooled and sequenced
onMiSeq (Illumina, San Diego, CA) with 2" 300 base pairs (bp)
paired-end read modus, chemistry v3. Prior to the microbiome
analysis, raw reads were de-barcoded and reads with ambiguous
bases (“N”) were removed. To preserve only high-quality reads,
sequencing errors in the inline barcodes and primer sequences
Schülin et al. Medicine (2017) 96:52 Medicine
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were not tolerated. The remaining set of high-quality reads was
processed into Operational Taxonomic Units (OTUs) using
minimum entropy decomposition.[14,15] To assign taxonomic
information to each OTU, Basic Local Alignment Search Tool
alignments of cluster representative sequences to the National
Center for Biotechnology Information sequence database were
performed. A most speciﬁc taxonomic assignment for each OTU
was then transferred from the set of best-matching reference
sequences. Hereby, a sequence identity of 80% across at least
80% of the representative sequence was a minimal requirement
for considering reference sequences. Further processing of OTUs
and taxonomic assignments was performed using the QIIME
software package. Abundances of bacteria taxonomic units were
normalized using lineage speciﬁc copy numbers of the relevant
marker genes to improve estimates (QIIME software package,
Version 1.8.0).[16]
2.7. Statistical analysis
Statistical analysis was performed using Graphpad Prism (V7)
and Statistical Package for the Social Science (V24). After testing
continuous data for Gaussian contribution by Shapiro–Wilk
normality test, either Kruskal–Wallis test or Mann–Whitney test
for nonparametric samples was applied. Parametric data were
conducted using analysis of variance (ANOVA) and post hoc
analysis. For nominal data, contingency tables and Fisher exact
test analyses were used. Regarding sequencing samples, differ-
ences in a-diversity were calculated as species richness and in
terms of the inverse Simpson index, followed by ANOVA with a
Tukey post hoc test. Differences in community variation between
groups (b-diversity) were calculated using Pielou Evenness index
as well as Chord distance with subsequent analysis of similarity.
Signiﬁcance level was set as P< .05. Data are presented as means
± standard deviation (SD) if not indicated differently.
3. Results
3.1. Study population
Thirty-four patients who underwent laparoscopic appendectomy
for acute appendicitis were recruited. Three children were
excluded for perforated appendicitis, 1 for a complicated
postoperative course and 1 for a missing clinical history. Thus,
29 participants (21 male and 8 female patients) with a mean age
of 10.7±3.4 years (range: 3.7–17.9) were analyzed. Five severely
ill patients at presentation (2 with phlegmonous and 3 with
gangrenous appendicitis) received preoperative antibiotics intra-
venously 4.4±1.55h (range: 1.7–5.4) prior to surgery, of which 2
were included for 16S rDNA sequencing. The administration of
antibiotics did not impact on the assessed outcome variables
(data not shown).
Subgrouping according to the histological grade was as
follows: catarrhal (n=4), phlegmonous (n=21), and gangrenous
appendicitis (n=4) (Fig. 1). The groups did not differ signiﬁcantly
in age, sex, BMI, leukocytes, and neutrophil count (Supplemental
Table 1, http://links.lww.com/MD/C49). However, PAS and
CRP levels were signiﬁcantly higher in gangrenous as well as in
phlegmonous compared with catarrhal appendicitis (P< .05).
3.2. Bacterial cultures
Bacterial cultures showed positive results from 28 intraluminal
and 2 extraluminal samples. Intraluminally, a total of 17 different
species of 11 genera and 4 phyla were detected. At phylum level,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteria
were identiﬁed. In catarrhal and phlegmonous appendicitis
Proteobacteria and Bacteroidetes (catarrhal: 50% and 33%,
phlegmonous: 54% and 32%) and in gangrenous appendicitis
Proteobacteria and Firmicutes were most frequently detected
(57% and 29%, Fig. 2). At genus level 11 genera were found.
Escherichia dominated in all groups (catarrhal: 43%, phlegm-
onous: 41%, gangrenous: 50%), followed by Bacteroides in
catarrhal and phlegmonous appendicitis (29% and 24%). In
gangrenous appendicitis, Bacteroides, Enterococcus, Streptococ-
cus, and Pseudomonas were equally present (13% each) (Fig. 3).
At species level, Escherichia coli was found predominantly in all
groups (catarrhal: 43%, phlegmonous: 41%, gangrenous: 50%)
followed by Bacteroides thetaiotaomicron (29%) in catarrhal,
Bacteroides fragilis (15%) in phlegmonous, and Pseudomonas
aeruginosa (13%) in gangrenous appendicitis (Fig. 4). Microbial
composition at genus and species level was signiﬁcantly different
in all 3 groups (P< .001).
Extraluminally, 4 different species of 2 phyla (Bacteroidetes
and Proteobacteria) were detected in 2 samples (both phlegm-
onous appendicitis). At genus level Escherichia and Bacteroides
were found in both samples and Prevotella in one. At species level
E coli was found in both samples while B fragilis, Bacteroides
ovatus, and Prevotella oralis were present in only one of both.
3.3. Bacterial sequencing
Of 29 patients, 16 were randomly selected for 16S rDNA
sequencing (catarrhal: n=4, phlegmonous: n=8, gangrenous:
n=4). Clinical and demographic data of the subgroup did not
differ signiﬁcantly from the main group (Supplemental Table 2,
http://links.lww.com/MD/C49); 4,478,219 reads were included
for downstream analyses and an average of 218,717 sequences
(SD 134,680) were assigned to each sample (range: 11,634–
547,512 sequences).
Figure 1. Histological differentiation into (A) catarrhal, (B) phlegmonous, and (C) gangrenous appendicitis using hematoxylin–eosin staining of parafﬁn-embedded
tissue sections. (A) Minimal appendicitis with focal erosion of mucosa and an inﬂammatory inﬁltrate only in the submucosal layer. (B) Acute appendicitis with focal
ulceration of mucosa, hemorrhage, and an inﬂammatory inﬁltrate in the submucosal, muscular, and serosal layer. (C) Extensive ulceration of the mucosa with a loss
of mucosa, a massive inﬂammation of all layers of the wall next to necrotic areas. Magniﬁcation: !25.
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The analysis of intraluminal but not extraluminal samples
revealed sufﬁcient DNA reads for further comparison: A total of 9
different phyla were found. Four phyla (Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria, andProteobacteria)were present in all groupswith a
relative abundance of ≥2% and 5 phyla with an abundance of
<2% (Actinobacteria, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes,
and Verrucomicrobia). In catarrhal appendicitis, Firmicutes and
Fusobacteria (41% and 29%) and in phlegmonous and gangre-
nous appendicitis, Bacteroidetes and Firmicutes (phlegmonous:
39% and 24%; gangrenous: 26% and 46%) were mainly present
(Fig. 2). A total of 109 generawere identiﬁed, 18beingpresentwith
a relative abundance of ≥2% in at least 1 group. Fusobacterium
(29%) and Faecalibacterium (15%) dominated in catarrhal
appendicitis, Porphyromonas (27%) and Fusobacterium (22%)
in phlegmonous, and Fusobacterium (15%) as well as Peptos-
treptococcus (9%) in gangrenous appendicitis (Fig. 3). At species
level, 267 specieswere found. Fusobacteriumnecrophorum (22%)
and Faecalibacterium prausnitzii (11%) were mainly found in
catarrhal appendicitis, Porphyromonas endodontalis (26%) and
Fusobacteriumnucleatum (7%) in phlegmonous, and F nucleatum
(10%) as well as Peptostreptococcus stomatis (9%) in gangrenous
appendicitis (Fig. 4). No statistically signiﬁcant differences were
found between the different appendicitis groups at all levels. We
found no signiﬁcant difference between intraluminal samples in
terms of a-diversity or b-diversity (data not shown).
3.4. Bacterial cultures versus microbiome proﬁling
The assessed microbial composition differed in diversity
and abundance between bacterial cultures and 16S rDNA
sequencing. At genus level, 11 different genera were detected
by bacterial cultures and 109 genera by 16S rDNA sequencing.
Nine of 11 genera found in cultures were also found by 16S
rDNA sequencing (except: Capnocytophaga and Pseudomonas)
(Fig. 3). At species level, microbiological culture identiﬁed 17
different species and 16S rDNA sequencing 267 species.
However, only 6 of 17 cultivated species were also detected
by 16S rDNA sequencing (Fig. 4). In catarrhal appendicitis,
Escherichia and Bacteroides dominated in culture but
Fusobacterium and Faecalibacterium in 16S rDNA sequencing.
In phlegmonous appendicitis, Escherichia and Bacteroides
were prevalent in culture but Porphyromonas and Fusobacte-
rium in 16S rDNA sequencing. Likewise, in gangrenous
appendicitis, Escherichia, Bacteroides, Enterococcus, Strepto-
coccus, and Pseudomonaswere present in culture but 16S rDNA
sequencing yielded high proportions of Fusobacterium and
Peptostreptococcus.
4. Discussion
In the present study, we performed a comprehensive comparison
of extra- and intraluminal appendiceal samples of acute pediatric
appendicitis in different stages of inﬂammation. Intraluminally,
different microbial compositions, in terms of abundance and
diversity, were detected by comparing standard culturing to 16S
rDNA sequencing. This microbial composition differed signiﬁ-
cantly at phylum and species level depending on the degree of
inﬂammation in bacterial cultures but not after 16S rDNA
sequencing. Finally, even in advanced appendicitis bacteria were
rarely found extraluminally (and then only in cultures).
Figure 2. Microbiome analyses at phylum level in acute appendicitis. Four different phyla were detected by cultivation and 9 different phyla by 16S rDNA
sequencing. No signiﬁcant differences in abundance were found between the different groups for both methods. DNA reads that could not be assigned to a phylum
are represented as “not assigned.”
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4.1. Bacterial cultures
Overall, bacterial cultures revealed 17 species of 11 genera and 4
phyla. Intraluminally, E coli, Bacteroides spp., and P aeruginosa
were the dominant species. Escherichia coli is part of the
physiologic ﬂora of the gut. Nonpathogenic E coli strains are
harmless and their presence prevents pathogenic bacteria from
colonizing the intestinal tract.[17] However, theymay cause severe
peritonitis in case of a ruptured appendix. As a member of the
normal intestinal ﬂora, E coli showed highest abundances in all 3
stages of inﬂammation, potentially due to its fast growth and
survival under different culture conditions.[18]Bacteroides spp.,
also part of the normal ﬂora of the human intestine, can produce
intramural and extraluminal abscess formation in acute
appendicitis.[19] Enterotoxin-producing Bacteroides spp. may
cause transmural inﬂammation by destroying tight junctions in
intestinal epithelial cells and damaging the mucosa.[20] However,
our study found no difference in the presence of Bacteroides spp.
within the 3 histological groups. Pseudomonas aeruginosa, as a
bioﬁlm forming opportunistic pathogen, was only found in
gangrenous appendicitis, which corresponds to previous results
showing P aeruginosa in 16.7% of gangrenous and 27.8% of
perforated appendicitis, indicating advanced appendicitis.[21,22]
These results are in line with earlier studies, which reported an
abundance of E coli, Bacteroides spp., and P aeruginosa in
inﬂamed appendices.[23,24] However, microbiology cultures may
lead to false-negative results due to a small sample volume, slow-
growing bacteria, previously administered antibiotics or inefﬁ-
cient transport and storage. Thus, several studies suggest other
methods, including real-time PCR and sequencing to detect
pathogens effectively.[25,26]
Extraluminally, B fragilis, B ovatus, P oralis, and E coli could
be cultivated in only 2 of 29 samples (both phlegmonous
appendices). However, both patients did not differ signiﬁcantly in
clinical and laboratory ﬁndings as compared to all other patients.
All species found extraluminally corresponded to the intra-
luminal bacteria of the same patient. In 1 patient, all species
cultured intraluminally were also found extraluminally (E coli, P
oralis, and B ovatus). In the other patient, 3 species (E coli,
Enterococcus faecalis, and B fragilis) were detected intra-
luminally and 2 of them were also found extraluminally (E coli
and B fragilis). This is particularly interesting, as all extraluminal
samples were taken prior to dissection of the appendix. At that
point, the appendix had not been exposed to manipulation by
surgical instruments and ischemia due to ligation of the
appendicular artery. Thus, translocation of intraluminal bacteria
to the outer lumen, revealing bacterial abundances extralumi-
nally was not caused by the surgical procedure but may already
occur in the absence of a visible perforation. Moreover, future
Figure 3. Microbiome analyses at genus level in acute appendicitis. Eleven genera could be identiﬁed by cultivation with the highest abundance of Escherichia in all
3 stages of inﬂammation, which differed signiﬁcantly from each other in their compositions (P< .05); 109 genera were found by 16S rDNA sequencing, with highest
abundance of Fusobacterium. No signiﬁcant differences could be detected between the different stages after sequencing. Nine of 11 cultivated genera were also
found by 16S rDNA sequencing. Bacterial genera with an abundance ≥2% in at least 1 group were included in the ﬁgure. Bacterial genera showing abundance
<2% are summarized in “other.” Nonallocable sequences as well as bacterial genera showing an abundance <0.1% are indicated “not assigned.”
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studies should exactly describe the localization of harvesting any
culture relevant samples for exact interpretation.
4.2. Bacterial sequencing
16S rDNA sequencing identiﬁed 267 species of 109 genera and 9
phyla intraluminally. Fusobacterium necrophorum was mainly
found in catarrhal appendicitis, P endodontalis in phlegmonous
appendicitis and F nucleatum in gangrenous appendicitis. Several
studies suggest that Fusobacterium spp. play a key role in the
pathogenesis of acute appendicitis.[4–7]Fusobacterium spp. is an
anaerobic oral pathogen that can cause periodontitis but also
contribute to extra-oral inﬂammation such as acute appendici-
tis.[26,27] Its presence in the appendiceal mucosa was reported to
correlate to the severity of acute appendicitis.[8] In our study,
Fusobacterium spp. was detected in all appendicitis groups.
Although we did not see an increasing abundance depending on
the stage of inﬂammation as demonstrated in other studies, our
data underline the importance of Fusobacterium spp. in the
pathogenesis of appendicitis. Porphyromonas endodontalis,
which usually causes oral infections, has been also associated
with acute appendicitis before.[4–6,27] In our study, P endo-
dontalis was found in catarrhal and phlegmonous but not
gangrenous appendicitis, suggesting a contribution of P endo-
dontalis to the onset of acute appendicitis.
No signiﬁcant differences could be found for all sequencing
data between the 3 histological groups, most likely due to the
wide variety of abundances. This is supported by the most recent
study on the appendiceal microbiome by Salö et al.[9] The authors
compared intraluminal samples of the proximal and distal site of
the appendix by 16S rDNA sequencing and found varying
microbial compositions depending on the patient but also on the
sample site. However, a correlation between speciﬁc species and
different degrees of inﬂammation could not be determined.
Likewise, in our study increased abundances of bacteria in the
individual groups were seen, but speciﬁc bacterial species
representing the stage of inﬂammation could not be identiﬁed.
Surprisingly, no bacteria were detected by 16S rDNA
sequencing at the extraluminal site of the appendix due to the
very low number of DNA reads. Even in gangrenous appendicitis
with areas of massive inﬂammation of all layers next to necrotic
regions, the intestinal barrier function seems to be maintained.
Thus, an imbalance of the intraluminal microbial composition
may play the superior role in acute appendicitis.
4.3. Bacterial cultures versus microbiome proﬁling
We detected a huge discrepancy in the identiﬁed species
assessed by bacterial culturing and 16S rDNA sequencing.
Bacterial cultures are routinely used to detect bacteria in daily
clinical routine to test their susceptibility to antibiotics, either
from the peritoneal cavity or the appendix fossa during
appendectomy.[23,26,28]
In our study, special media and appropriate growth
conditions were used in order to detect all cultivatable bacteria
(including obligate anaerobic bacteria such as Fusobacterium
Figure 4. Microbiome analyses at species level in acute appendicitis. Seventeen species were found by bacterial culturing with the highest abundance of
Escherichia coli in all 3 stages of inﬂammation, which differed signiﬁcantly from each other in their composition (P< .05). By 16S rDNA sequencing, 267 species were
identiﬁed, which did not differ between the histological groups. Species with an abundance of ≥2% in at least 1 group were included in the ﬁgure. Bacterial species
showing an abundance <2% or detected only once in bacterial culture are summarized in “other.” Nonallocable sequences are indicated “not assigned.”
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and Porphyromonas) from the collected samples. The discrep-
ancies between culture and16S rDNAsequencing canbe explained
by the fact that molecular techniques do not distinguish between
viable (microbiology) and nonviable (sequencing) cells.
16S rDNA sequencing provides more information on bacterial
composition by detecting and identifying species based on the 16S
rRNA gene of the small subunit of the prokaryote ribosome, a
gene that plays an important role in cellular function. 16S rRNA
gene sequences are compared to a 16S ribosomal database for
identiﬁcation of species. However, in our study, 2 genera
(Capnocytophaga and Pseudomonas) detected by culture could
not be found by 16S rDNA sequencing. This may be explained by
the method of 16S rDNA sequencing, which ampliﬁes only
variable regions, for instance V1 to V3 but not the entire
ribosomal gene. Species with characteristic features outside those
regions cannot be differentiated.[29] Furthermore, some bacterial
species only differ in a few bps and exact assignment of species by
bioinformatics is difﬁcult. In our study, P aeruginosa is one of the
species that was not sequenced but was detected in culture.
Likewise, other studies using 16S rDNA sequencing did not ﬁnd
Pseudomonas either.[4–6,9]
We are aware of several limitations of this study. When
examining the bacterial microbiome, there are a huge number
of (un)controllable confounding factors such as medication,
diet, and lifestyle.[30] Antibiotic treatment with bactericidal or
bacteriostatic agents can alter the microbial composition, but is
sometimes inevitable in gastrointestinal surgery. This is especially
relevant for culture, which detects only vital bacteria, but less in
16S rDNA sequencing. The latter also detects bacterial fragments
of extinguished bacteria and is therefore less inﬂuenced by
antibiotic treatment. Moreover, David et al demonstrated a
prompt modiﬁcation of the intestinal microbiome within a single
day after rearrangement of individual eating habits. In our study,
all children were reported to be on a balanced diet; however,
acute changes in eating habits due to abdominal pain, nausea,
and preoperative fasting cannot be excluded.[31]
5. Conclusion
To the best of our knowledge, this is the ﬁrst study comparing
bacterial cultures and 16S rDNA sequencing of extraluminal and
intraluminal bacterial samples in relation to histopathological stages
of acutepediatric appendicitis.Althoughakeypathogen couldnotbe
identiﬁed, we found a signiﬁcant microbial diversity between
different stages of inﬂammation. Moreover, our data suggest that
appendicitis starts from the intraluminal site of the appendix and
proceeds transmurally. The mucosal barrier remains intact, even in
advanced inﬂammation. Our results question the role of postopera-
tive antibiotic treatment in uncomplicated appendicitis.
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Das intestinale Mikrobiom beeinflusst nicht nur vielzählige physiologische Prozesse, 
sondern ist auch als maßgeblicher Faktor in der Pathogenese unterschiedlicher 
Krankheiten zunehmend Gegenstand der Forschung geworden. Auch in der 
Untersuchung der Ätiologie der akuten Appendizitis, die bis heute nicht vollständig 
geklärt ist, hat die Betrachtung des Mikrobioms in den letzten Jahren an Bedeutung 
gewonnen. Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die bakterielle Zusammensetzung 
der entzündeten Appendix im Kindesalter zu untersuchen. Es wurden 29 Kinder, die 
bei akuter Appendizitis laparoskopisch appendektomiert wurden in die Studie 
eingeschlossen. Um ein möglichst vollständiges Bild der bakteriellen Besiedlung 
darzustellen, wurden intra- und extraluminale Abstriche der Appendizes untersucht 
und ein Vergleich zwischen den drei histologischen Entzündungsgraden katarrhalisch, 
phlegmonös und gangränös durchgeführt. Untersucht wurde, ob sich die bakterielle 
Flora mit steigendem Grad der Entzündungsreaktion verändert und bei höheren 
Entzündungsgraden eine transmurale Translokation der Bakterien auf die 
extraluminale Seite der Appendix erfolgt. Zur Identifikation der Bakterien wurden 
sowohl etablierte Kulturverfahren, als auch die 16S-rDNA-Sequenzierung 
angewendet. Der methodische Vergleich begründet sich in der weit verbreiteten 
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Verwendung von Kulturverfahren zum Nachweis von Bakterien im klinischen Alltag, 
die allerdings nur einen Teil der vorhandenen vitalen Bakterien nachweisen können. 
Eine wesentlich exaktere Beschreibung von gesamten bakteriellen 
Besiedlungsprofilen gelingt durch 16S-rDNA-Sequenzierung. 
3.1 Bakterienkultur 
In der Bakterienkultur von 28 der 29 Patienten wurden 17 Spezies3 aus 11 Genera und 
vier Phyla nachgewiesen. Die gesamte bakterielle Zusammensetzung unterschied 
sich signifikant auf Genus- und Speziesebene zwischen den drei histologischen 
Gruppen. Intraluminal dominierten die Spezies Escherichia coli (E. coli; katarrhalisch: 
43%, phlegmonös: 41%, gangränös: 50%), Bacteroides spp. (Bacteroides 
thetaiotamicron katarrhalisch: 29 %, Bacteroides fragilis phlegmonös: 15%), und 
Pseudomonas aeruginosa (gangränös: 13%). E. coli und Bacteroides spp. sind Teil 
der physiologischen Darmflora. E. coli-Stämme können durch Translokation in die 
sonst sterile Peritonealhöhle eine schwere Peritonitis auslösen (Feng et al., 2014). 
Auch Vertreter von Bacteroides spp. können intramurale und extraluminale Abszesse 
und Peritonitis hervorrufen (Wexler, 2007). Bei beiden Spezies konnten keine 
signifikanten Unterschiede in der Häufigkeit des Vorkommens in den drei 
histologischen Gruppen festgestellt werden. Pseudomonas aeruginosa als 
opportunistisch pathogenes, Biofilm-bildendes Bakterium, wurde in der vorliegenden 
Studie ausschließlich in gangränösen Appendizes gefunden, was darauf schließen 
lässt, dass sein Auftreten mit fortgeschrittener Appendizitis vergesellschaftet ist 
(Stover et al., 2000).  
 
Weder bei gering ausgeprägter, katarrhalischer (n=4), noch bei fortgeschrittener, 
gangränöser Appendizitis (n=4) ließen sich extraluminal Bakterien nachweisen. 
Lediglich in zwei Abstrichen aus der Gruppe der phlegmonösen Appendizitis (n=21) 
konnten Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Prevotella oralis und E. coli 
angezüchtet werden. Die Ergebnisse stimmten jeweils mit den intraluminalen 
Ergebnissen desselben Patienten überein. Da bei der phlegmonösen Appendizitis 
                                            
3 Die taxonomische Zuordnung von Bakterien erfolgt nach Phylum (Stamm), Classis (Klasse), Ordo 
(Ordnung), Familia (Familie), Genus (Gattung) und Spezies (Art). 
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trotz transmuraler Entzündung das Gewebe noch keine Nekrosen aufweist, lässt der 
extraluminale Nachweis von Bakterien vermuten, dass Bakterien vereinzelt auch ohne 
sichtbare Perforation die Darmwand durchdringen. 
3.2 16S-rDNA-Sequenzierung 
Bei der 16S-rDNA-Sequenzierung zeigte sich, wie schon in vorangehenden Studien 
beschrieben, eine große Vielfalt des intraluminalen Mikrobioms mit 267 Spezies aus 
109 Genera und neun Phyla. Es konnte kein signifikanter Unterschied der 
Zusammensetzung zwischen den drei Entzündungsgraden festgestellt werden, was 
möglicherweise an der Vielzahl unterschiedlicher Spezies und Abundanzen liegt.  
Den größten Anteil bei der katarrhalischen Appendizitis hatten Fusobacterium 
necrophorum, bei der phlegmonösen Appendizitis Porphyromonas endodontalis sowie 
Fusobacterium nucleatum bei der gangränösen Appendizitis.  
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass Fusobacterium spp. eine zentrale Rolle 
in der Pathogenese der akuten Appendizitis spielen (Guinane et al., 2013; Jackson et 
al., 2014; Swidsinski et al., 2011; Zhong et al., 2014). Eine Zunahme der Abundanz 
von Fusobacterium spp. bei steigendem Entzündungsgrad, wie in anderen Studien 
beobachtet, konnte hier nicht festgestellt werden. Dennoch unterstreichen die 
vorliegenden Daten die Wichtigkeit von Fusobacterium spp. bei der Pathogenese der 
akuten Appendizitis (Guinane et al., 2013; Zhong et al., 2014). Auch das 
oralpathogene Bakterium Porphyromonas endodontalis wurde bereits mit der akuten 
Appendizitis in Zusammenhang gebracht (Jackson et al., 2014; Lombardo Bedran et 
al., 2012; Zhong et al., 2014). In der vorliegenden Studie wurde es in der 
katarrhalischen und phlegmonösen, nicht aber in der gangränösen Appendizitis 
nachgewiesen und scheint vor allem zu Beginn der Appendizitis von Bedeutung zu 
sein. 
Interessanterweise konnten extraluminal mittels 16S-rDNA-Sequenzierung aufgrund 
zu niedriger DNA-Read4-Zahlen keine Bakterien nachgewiesen werden. Selbst bei der 
gangränösen Appendizitis mit stark entzündeten und nekrotischen Arealen wurden 
extraluminal keine Bakterien gefunden, was auf eine intakte intestinale Barriere 
hinweist. 
                                            
4 Abschnitt der DNA, der abgelesen und taxonomisch zugeordnet wird. 
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3.3 Bakterienkultur versus 16S-rDNA-Sequenzierung 
Die Ergebnisse der Bakterienkultur und der 16S-rDNA-Sequenzierung waren sehr 
unterschiedlich. Dass bei der 16S-rDNA-Sequenzierung weitaus mehr Spezies 
nachgewiesen wurden als in Kultur, begründet sich durch die einzelnen Methoden. 
Die 16S-rDNA-Sequenzierung identifiziert die bakteriellen Spezies anhand ihrer 16S-
rDNA und erfasst damit auch nicht-vitale Bakterienzellen und Zellfragmente, die sich 
unter Kulturbedingungen nicht mehr vermehren können. In Kultur werden vitale, intakte 
Bakterien angezüchtet. In der vorliegenden Studie wurden unter Verwendung der 
Standards der Klinik verschiedene Nährmedien und Wachstumsbedingungen gewählt, 
um möglichst viele, auch anaerobe Bakterien, wie Fusobacterium und 
Porphyromonas, nachzuweisen. 
Falsch negative Kulturergebnisse entstehen z.B. nach antibiotischer Therapie vor 
Abstrichentnahme oder verlängerten Transportzeiten der Abstriche in 
Transportmedien. Allerdings konnten in der vorliegenden Studie auch zwei Genera 
(Pseudomonas und Capnocytophaga), die in Kultur angezüchtet wurden, nicht mittels 
16S-rDNA-Sequenzierung detektiert werden. Dies kann dadurch erklärt werden, dass 
bei dieser nur die variablen Regionen V1 bis V3 sequenziert wurden, nicht aber das 
gesamte ribosomale Gen. Genera bzw. Spezies, die charakteristische Merkmale 
außerhalb dieser Regionen aufweisen, mehrdeutige Nukleotidfolgen beinhalten oder 
sich nur in wenigen Basenpaaren unterscheiden, werden so nicht erfasst (Chakravorty 
et al., 2007). Auch in anderen Mikrobiom-Studien gelang es nicht, Pseudomonas 
aeruginosa nachzuweisen (Guinane et al., 2013; Jackson et al., 2014; Salö et al., 
2016; Zhong et al., 2014).  
 
Bei der Untersuchung des Mikrobioms trifft die vorliegende Studie auf einige 
Limitationen. Verschiedene Faktoren, wie Medikamente, Diät und Lifestyle können die 
Ergebnisse beeinflussen und somit verfälschen (Lynch and Pedersen, 2016). Eine 
bakteriostatische oder bakteriozide antibiotische Therapie kann die mikrobielle 
Zusammensetzung der Darmflora verändern. Dies ist im Besonderen für die 
Betrachtung der Bakterienkultur relevant, da hier ausschließlich lebende Organismen 
nachgewiesen werden können. Die 16S-rDNA-Sequenzierung ist davon weniger 
betroffen, da hier auch nichtvitale Zellen detektiert werden. Zudem kann sich die 
Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms innerhalb eines einzigen Tages nach 
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einer Umstellung der individuellen Ernährungsweise ändern (David et al., 2013). Dies 
könnte z.B. durch die krankheitsbedingte Inappetenz induziert werden. 
3.4 Schlussfolgerung 
Erstmals wurden bei der akuten pädiatrischen Appendizitis Bakterienkulturen und 16S-
rDNA-Sequenzierung von intra- und extraluminalen Abstrichen in Bezug auf 
histopathologische Entzündungsgrade verglichen. Obgleich kein Schlüsselpathogen 
gefunden werden konnte, wurde ein signifikanter Unterschied in der intraluminalen 
Bakterienkultur in Abhängigkeit vom Schweregrad der Entzündung festgestellt. Dabei 
kommt es auch bei fortschreitender Entzündung nicht zu einem extraluminalen 
Bakteriennachweis. Die vorliegende Studie legt daher nahe, dass die akute 
Appendizitis intraluminal beginnt und sich nach transmural fortsetzt. Die mukosale 
Barriere bleibt selbst bei fortgeschrittener Entzündung intakt. Für zukünftige Studien 
ist es essentiell, den Abstrichort und –zeitpunkt detailliert zu beschreiben.  
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5 Anlagen 
5.1 Supplemental Material Table 1 
Demographic and clinical data grouped by histopathologic findings of acute 
appendicitis. Mean ± standard deviation. * sign. different from gangrenous, ** sign. 
different from catarrhal. # n=20, ## n=3. § Pediatric Appendicitis Score (PAS, 0-10), 
which indicates the probability of appendicitis depending on clinical and laboratory 
findings. A score of 6 shows a high probability of appendicitis. 
 
Study population catarrhal phlegmonous gangrenous p value 
Number of patients 4 21 4  
Age (yrs) 13.0 ± 1.6 10.3 ± 3.9 10.9 ± 3.2 0.4 
Sex m:f 2:2 15:6 4:0 0.2 
BMI (kg/m2) 20.5 ± 5.2 17.5 ± 3.8 18.9 ± 1.9 0.2 
leukocyte count (exp 
9/l) 
13.9 ± 5.9 14.5 ± 4.3 18.1 ± 3.6 0.3 
neutrophile count (exp 
9/l) 
6.7 ± 6.2 #10.8 ± 4.7 ##16.1 ± 3.5 0.06 
C-reactive proteine 
(mg/l) 
*24.7 ± 
13.9 
*17.2 ± 21.2 74.2 ± 16.9 0.01 
PAS (0-10)§ 4.8 ± 2.2 #**6.6 ± 1.3 ##**8.0 ± 1.7 0.02 
Appendicitis acc. to 
PAS§ 
2 (50%) 17 (81%) ##3 (100%) 0.2 
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5.2 Supplemental Material Table 2 
Demographic and clinical data subgrouped by histopathologic findings of acute 
appendicitis. Mean ± standard deviation. * sign. different from gangrenous. ## n=3. § 
Pediatric Appendicitis Score (PAS, 0-10), which indicates the probability of appendicitis 
depending on clinical and laboratory findings. A score of 6 shows a high probability of 
appendicitis. 
 
Study population catarrhal phlegmonous gangrenous p value 
Number of patients 4 8 4  
Age (yrs) 13.0 ±1.6 11.1 ± 2.8 10.9 ± 3.2 0.5 
Sex m:f 2:2 5:3 4:0 0.3 
BMI (kg/m2) 20.5 ± 5.3 19.4 ± 4.5 18.9 ± 1.9 1.0 
leukocyte count (exp 
9/l) 
13.9 ± 5.9 16.0 ± 4.5 18.1 ± 3.6 0.5 
neutrophile count (exp 
9/l) 
6.7 ± 6.3 11.7 ± 6.5 ##16.1 ± 3.5 0.2 
C-reactive proteine 
(mg/l) 
*24.7 ± 
13.9 
*17.1 ± 22.2 74.2 ± 16.9 0.02 
PAS (0-10)§ 4.8 ± 2.2 6.5 ± 1.5 ##8.0 ± 1.7 0.09 
Appendicitis acc. to 
PAS§ 
2 (50%) 7 (88%) ##3 (100%) 0.1 
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